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Wnt signalizace představuje vysoce konzervovanou kaskádu signální transdukce, která 
reguluje proliferaci a diferenciaci kmenových buněk. Hraje nezastupitelnou roli nejen 
během embryonálního vývoje, ale také při udržování homeostázy tkání dospělého 
organizmu. Buněčné dělení je také ovlivňováno cirkadiánními hodinami. Hodiny mohou 
s buněčným cyklem interagovat buď přímo v rámci jedné buňky, nebo jej regulovat 
mezibuněčnou cestou. Aby mohly působit na buňky ve svém okolí, využívají Wnt 
signalizační dráhy, která zprostředkuje přenos signálu přes extracelulární prostor. Wnt 
signalizace i cirkadiánní hodiny jsou nezbytné pro fyziologické fungování savčího 
organizmu, a jejich narušení může vést k rozvoji nádorových onemocnění. 
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The Wnt signaling represents a highly conserved signal transduction cascade that regulates 
stem cell proliferation and differentiation. It plays an irreplaceable role not only during 
embryonic development, but also in maintaining homeostasis of adult tissues. The cell 
division is also influenced by the circadian clock. The clock can interact with the cell cycle 
either directly within a single cell or regulate it intercellularly. In order to impact 
surrounding cells, it uses the Wnt signaling pathway that mediates signal transduction 
through the extracellular space. Both Wnt signaling and the circadian clock are essential 
for the physiological functioning of the mammalian organism, and their disruption can lead 
to the development of cancer. 
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CRD Cysteine-rich domain 
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ROR Retinoic acid receptor-related orphan receptor 
RORE ROR response element 
ROS Reactive oxygen species 
Runx2 Runt-related transcript factor 2 
sFRP3 Secreted frizzled-related protein 3 
shRNA Short hairpin RNA 
TBP TATA-binding protein 
TCF T-cell transcription factor 
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β-TrCP β-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
Wee1 Small cell protein 
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Cirkadiánní hodiny v našem těle se vyvinuly jako adaptace na periodicky se opakující 
podmínky vnějšího prostředí, související se střídáním dne a noci. Pomáhají regulovat 
množství fyziologických a metabolických pochodů tak, aby k nim docházelo v určité fázi 
~24hodinového cyklu (shrnuto v Sinturel, Petrenko and Dibner, 2020). Je známo, že 
změny v cirkadiánním rytmu se u člověka mohou projevit změnou jeho chování (Alvarez 
et al., 1992) nebo zvýšeným rizikem rozvoje některých chorob (např. kardiovaskulárních; 
shrnuto v Akerstedt et al., 1984). Ukázalo se také, že existuje i spojitost mezi narušením 
rytmů a vyšším výskytem rakoviny (Davis, Mirick and Stevens, 2001; Kubo et al., 2006), 
tedy onemocnění zapříčiněného nekontrolovatelným dělením buněk, nejčastěji v důsledku 
narušení regulace buněčného cyklu. 
V dnešní době již známe molekulární mechanismus jak cirkadiánních hodin, tak 
buněčného cyklu, a víme také do značné míry, jak spolu tyto dva biologické oscilátory 
interagují a vzájemně se ovlivňují. Dosud byla tato interakce zkoumána především na 
intracelulární úrovni, v posledních letech však vzrostl zájem také o jejich intercelulární 
propojení. Jednou z možností, jak k této mezibuněčné komunikaci mezi cirkadiánními 
hodinami a buněčným cyklem dochází, je zprostředkování skrz Wnt signalizaci (shrnuto v 
Matsu-ura, Moore and Hong, 2018). 
Cílem této práce je shrnout výsledky studií, které se zabývaly rolí Wnt signalizace při 
zprostředkování signálu mezi cirkadiánními hodinami a buněčným cyklem. Pozornost je 
věnována především savčím modelovým organismům, jejichž pozorováním lze získat 
vědomosti nejlépe využitelné v klinické praxi. Úvodní část se zabývá stručným popisem 
molekulárního mechanismu buněčného cyklu, Wnt signalizace a cirkadiánních hodin. 
Následuje souhrn poznatků vyplývajících ze zkoumání jejich vzájemných interakcí, 
rozdělený podle typů tkání nebo buněk, ve kterých byly interakce pozorovány. Jak Wnt 
signalizace, tak cirkadiánní hodiny totiž vykazují tkáňovou specificitu. Na závěr se práce 
krátce věnuje tomu, jaký význam mají tyto studie pro pochopení vzniku a rozvoje 
nádorových onemocnění. Ta jsou v dnešní době velmi usilovně studována, jelikož se jedná 
o nemoc, která postihuje velkou část světové populace. Např. v roce 2018 bylo celosvětově 
zaznamenáno 18,1 milionů nových případů a 9,6 milionů úmrtí v důsledku rakoviny (Bray 




2 Buněčný cyklus 
Jako buněčný cyklus se označuje soubor dějů odehrávajících se mezi dvěma buněčnými 
děleními (shrnuto v Schafer, 1998). Obvykle probíhá ve čtyřech fázích (G1, S, G2, M), 
které jsou pečlivě regulovány systémem cyklinů, cyklin-dependentních kináz (CDK) a 
inhibitorů cyklin-dependentních kináz (CKI). V G1 fázi dochází k růstu buňky, expresi 
genů, produkci proteinů a celkové přípravě na následující S fázi, kdy se během replikace 
duplikuje genetická informace. G2 fáze je opět fází přípravnou, buňka roste, syntetizuje 
další proteiny a kontroluje, zda v replikaci nedošlo k žádným chybám. V M fázi pak dojde 
k rozdělení genetické informace a celé buňky na dvě buňky dceřiné. Fáze G1, S a G2 bývají 
také označovány společně jako interfáze. Během buněčného cyklu buňka prochází tzv. 
kontrolními body, kde může být pozastavena v případě, že se uvnitř nebo vně najdou 
chyby, které musí být před dalším postupem odstraněny. 
2.1 Cyklin-dependentní protein kinázy 
CDK jsou hlavní enzymy řídící buněčný cyklus skrze fosforylaci dalších regulačních 
proteinů. Ačkoliv jejich koncentrace zůstává v průběhu buněčného cyklu stejná, jejich 
aktivita se cyklicky mění. Děje se tak na základě přítomnosti nebo nepřítomnosti jejich 
vlastních kontrolních proteinů, z nichž nejvýznamnější jsou cykliny. Ty jsou na rozdíl od 
CDK přítomny pouze v určitých fázích buněčného cyklu. Konkrétní CDK je aktivovaná 
pouze tehdy, když má na sobě navázaný příslušný cyklin. 
V lidských buňkách se regulace buněčného cyklu účastní především 4 různé CDK (CDK1, 
CDK2, CDK4 a CKD6) a 4 různé třídy cyklinů (CycA, CycB, CycD a CycE). V G1 fázi je 
v buňce přítomný CycD, který váže a tím aktivuje CDK4 a CDK6. Činnost tohoto 
komplexu následně vede k expresi CycE vázajícího CDK2. Aktivní komplex CDK2/CycE 
je klíčový pro přechod z G1 fáze do fáze S. CycE se v buňce vyskytuje pouze v časné 
S fázi, poté jeho hladina klesá a CDK2 tvoří komplex s CycA, který řídí přechod do G2 
fáze. Na konci interfáze se tvoří komplex CDK1/CycA značící počátek mitózy, která je 
následně řízena komplexem CDK1/CycB. Zajímavostí je, že tento obecně přijímaný model 
buněčného cyklu, který spojuje každou fázi s příslušným komplexem CDK/Cyc, neplatí 
univerzálně pro všechny typy buněk. Naopak se ukázalo, že pro vývoj je nezbytná pouze 
CDK1, a že poškození ostatních CDK se vývojovými vadami projeví pouze ve 




Obrázek 1: Buněčný cyklus se skládá ze tří fází přípravných (G1, S, G2), společně 
pojmenovaných jako interfáze, a vlastního buněčného dělení (M fáze). V každé fázi je 
typická aktivita určitého komplexu CDK/Cyc. (Zdroj: https://www.khanacademy.org/ 




Funkce komplexů CDK/Cyc je dále modulována pomocí CKI. Ty jsou součástí dvou 
proteinových rodin: INK4 (inhibitors of CDK4) proteiny zahrnují p15, p16, p18 a p19; a 
CIP/KIP (CDK interacting protein/kinase inhibitory protein) proteinová rodina obsahuje 
p21, p27 a p57. CKI mají v buněčném cyklu opačnou roli oproti cyklinům, jejich úkolem 
je tedy pozastavit průběh buněčného cyklu a zabránit tak proliferaci buněk (shrnuto v 
Malumbres and Barbacid, 2009). 
K velmi důležitým regulačním proteinům, které je potřeba alespoň zmínit, patří kináza 
WEE1 (small cell protein) a fosfatáza CDC25 (cell division cycle 25). Ty působí na úrovni 
M fáze, změnou aktivity komplexu CDK1/CycB. Pokud je CDK1 fosforylována enzymem 
WEE1, je komplex neaktivní, defosforylace pomocí CDC25 jej naopak aktivuje a vede ke 




2.2 Proliferace kmenových buněk 
Důležitým objektem zkoumání buněčné proliferace jsou kmenové buňky, které si během 
života zachovávají schopnost dělení, „sebeobnovy“ a diferenciace. Studiem pluripotentních 
kmenových buněk bylo např. potvrzeno, že pro určení osudu dělící se buňky je klíčová 
fáze G1. V této fázi buňka shromažďuje všechny mitogenní signály přicházející zevnitř i 
z jejího okolí a převádí je do buněčného cyklu aktivací CDK (shrnuto v Dalton and 
Coverdell, 2016).  
Signálním drahám, které řídí dělení kmenových buněk, se věnují mimo jiné studie 
zabývající se nádorovými onemocněními. Právě tkáně, podléhající neustálé obnově ze 
zdrojů kmenových buněk jsou totiž ty, ve kterých nejčastěji dochází k rozvoji nádorového 
bujení. Z tohoto hlediska jsou nejdůležitější dráhy Hedgehog a Wnt, které také sdílí řadu 
společných mechanismů (shrnuto v Massagué, 2004). V dalších kapitolách se zaměříme 




3 Wnt signalizace 
Wnt (Wingless/Int-1) signalizační dráha hraje důležitou roli v proliferaci a diferenciaci 
kmenových buněk, a to jak v embryonálním vývoji, tak při obnově tkání dospělých jedinců 
(Kioussi et al., 2002; Qu et al., 2010). Jedná se o velmi konzervovanou kaskádu signální 
transdukce, která je aktivována pomocí sekretovaných proteinů WNT. 
Prvním popsaným genem této signalizační kaskády byl gen wingless u Drosophila 
melanogaster, jehož význam spočívá v určování polarity tělních segmentů během 
larválního vývoje (Sharma, 1973; Nüsslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Později, v roce 
1982, byl díky výzkumu virově vyvolaných nádorů prsní žlázy, objeven jeho homolog, gen 
Int-1, u myši (Nusse and Varmus, 1982). To, že se jedná o vysoce konzervovanou signální 
dráhu, jak u bezobratlých, tak u obratlovců, potvrdily také pokusy s Xenopus laevis. Do 
oplodněných vajíček byla aplikována mRNA myšího genu Wnt1 (původně označeného 
jako Int1), což způsobilo duplikaci tělní osy a tím prokázalo, že alespoň část dráhy je u 
těchto organismů totožná (McMahon and Moon, 1989). 
Když se protein WNT naváže na receptor v membráně buňky, může tím aktivovat jednu ze 
tří v současnosti popsaných kaskád: kanonickou Wnt/β-katenin nebo nekanonickou 
Wnt/PCP (planar cell polarity) a Wnt/Ca2+ signalizaci. Z nich nejlépe popsanou je 
kanonická dráha závislá na β-kateninu. 
3.1 Kanonická dráha Wnt/β-katenin 
Lipoglykoproteiny WNT jsou signální molekuly sekretované do okolí buňky, kde působí 
jako lokální mediátory a morfogeny. V kanonické dráze se jejich signál přenáší přes 
cytoplazmatický transkripční faktor β-katenin. Ten je v nepřítomnosti Wnt proteinů 
fosforylován kinázami destrukčního komplexu, tvořeného proteiny AXIN, APC 
(adenomatous polyposis coli), CK1α (casein kinase 1α) a GSK3β (glycogen synthase 
kinase 3β). Fosforylace β-kateninu vede k jeho ubiquitinaci proteinem β-TrCP (β-
transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) a následné degradaci 
v proteasomu (Aberle et al., 1997). V jádře je přepis cílových genů umlčen inhibičním 
komplexem proteinů LEF/TCF/Groucho/TLE (lymphoid enhancer binding factor/T-cell 
transcription factor/groucho/ transducin-like enhancer of split). 
Když se u vnější strany cytoplazmatické membrány cílových buněk objeví protein WNT, 
interaguje s extracelulární N-terminální na cystein bohatou doménou (CRD) receptoru 
Frizzled (FZD). FZD je povrchový sedmkrát přes membránu procházející protein, který při 
vazbě svého ligandu a přenosu signálu vyžaduje spolupráci transmembránového 
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koreceptoru LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6). Vazba WNT na 
FZD vede k nahromadění proteinu Dishevelled (DVL) u plazmatické membrány, kde je 
DVL interakcí s FZD aktivován, tvoří polymery (Schwarz-Romond et al., 2007; Gammons 
et al., 2016) a napomáhá fosforylaci koreceptoru LRP (Bilić et al., 2007). DIX domény, 
přes které polymerizují proteiny DVL, se nachází také na proteinu AXIN destrukčního 
komplexu. AXIN se tak váže na polymery DVL (Yamanishi et al., 2019) a dostává se do 
blízkosti fosforylovaného LRP, který přímou vazbou na GSK3β blokuje její katalytickou 
aktivitu (Stamos et al., 2014). Díky tomu je β-katenin uvolněn z destrukčního komplexu a 
stabilizován v cytoplazmě. β-katenin poté vstupuje do jádra, kde interaguje s komplexem 
DNA-vazebných proteinů TCF/LEF, tím způsobí vyvázání represorů Groucho/TLE a 
spouští tak transkripci cílových genů (Daniels and Weis, 2005). Výsledné změny hodně 
záleží na tom, v jakém druhu buňky ke spuštění Wnt signalizační kaskády došlo, protože 
většina genů ovlivňovaných touto dráhou je zřejmě specifická pro konkrétní buněčný typ 
(shrnuto v Clevers, 2006). 
 
Obrázek 2: Kanonická signalizace Wnt/β-katenin. V nepřítomnosti WNT ligandu je β-
katenin vázán proteiny destrukčního komplexu a po fosforylaci degradován v proteasomu. 
Po navázání WNT na receptor FZD dochází k uvolnění β-kateninu a jeho translokaci do 




3.2 Cílové geny signalizace Wnt/β-katenin 
Je známo mnoho cílových genů komplexu β-katenin/TCF/LEF, avšak mezi nejvíce 
studované patří geny pro c-Myc (avian myelocytomatosis virus oncogene cellular 
homolog) a CycD1. Tyto geny jsou známé tím, že mohou být zapojeny v procesech vzniku 
a rozvoje nádorových onemocnění, a pochopení jejich funkce a regulace má tedy potenciál 
pro využití v medicíně (shrnuto v Clevers, 2006; Lecarpentier et al., 2019). 
3.3 Wnt dráha a buněčný cyklus 
Existuje velké množství studií dokazujících souvislost mezi signalizací Wnt/β-katenin a 
buněčný cyklem. Hladina β-kateninu v průběhu cyklu osciluje a nejvyšší úrovně dosahuje 
během přechodu G2/M. Důležitým faktorem ovlivňujícím Wnt signalizaci je mitotický 
komplex CDK14/CycY, který napomáhá fosforylaci koreceptoru LRP6. Dalším příkladem, 
kdy naopak Wnt signalizace působí na buněčný cyklus, může být již výše zmíněný efekt na 
expresi CycD. Stimulační signály způsobí vzrůst koncentrace CycD a ten v komplexu 
s CDK4/6 fosforyluje pRb (retinoblastoma protein). Protein Rb vázal a tím inaktivoval 
transkripční faktory z rodiny E2F (early 2 factor). Touto fosforylací však došlo k jejich 
uvolnění a E2F-závislé transkripci genů. Mezi E2F-závislé geny patří také gen pro CycE, 
jehož expresí je aktivována CDK2 a je tedy zahájen vstup do S fáze. Kromě těchto 
interakcí jsou některé komponenty Wnt dráhy včetně β-kateninu důležitou součástí 
centrozomů nebo kinetochorů a mají tedy také význam při regulaci aparátu mitotického 
dělícího vřeténka. Narušení některé z těchto komponent je znakem často nacházeným 
v rakovinných buňkách (shrnuto v Davidson and Niehrs, 2010). 
 
Obrázek 3: Aktivita Wnt signalizace se v průběhu buněčného cyklu mění. Hladina β-
kateninu je nejvyšší v době přechodu z G2 do M fáze. (Zdroj: Davidson and Niehrs, 2010)  
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4 Cirkadiánní hodiny 
Většina organizmů obývajících Zemi žije v prostředí s periodicky se opakujícími vnějšími 
podmínkami. Díky tomu v evoluci došlo k vývoji specifických fyziologických systémů, 
které jim pomáhají tyto podmínky předvídat a lépe se tak na ně adaptovat. Nejdůležitějším 
cyklem je střídání dne a noci. Mechanismus, kterým se mu organizmy přizpůsobují, je 
založen na tzv. biologických cirkadiánních hodinách. Hodiny sídlí téměř ve všech buňkách 
těla a jejich úkolem je seřizovat množství fyziologických pochodů tak, aby běžely 
s periodou 24 hodin a kopírovaly tak tento denní cyklus. Cirkadiánní rytmus se vytváří na 
molekulární úrovni prostřednictvím tzv. hodinových genů a jejich proteinových produktů, 
a je autonomně udržován pomocí transkripčně-translačních zpětnovazebných smyček 
(shrnuto v Lowrey and Takahashi, 2011). U savců se systém hodin skládá z části centrální, 
uložené v suprachiasmatických jádrech hypotalamu (Ralph et al., 1990), a z částí 
periferních, v nichž je rytmická genová exprese dlouhodobě udržována a seřizována na 
stejnou fázi díky signálům přicházejícím z centrálních hodin (shrnuto v Schibler, Ripperger 
and Brown, 2003). Centrální hodiny v suprachiasmatických jádrech mohou ze sítnice 
přijímat informace o vnějším osvětlení a seřizovat se tak v souladu s okolními podmínkami 
(shrnuto v Rea, 1998). 
4.1 Molekulární mechanismus hodin 
Jak již bylo zmíněno výše, ústřední pozici v tvorbě cirkadiánních rytmů mají tzv. hodinové 
geny. Významným milníkem ve výzkumu genetické podstaty hodin savců bylo popsání 
prvních dvou důležitých genů, Clock (circadian locomotor output cycles kaput; Antoch et 
al., 1997; King et al., 1997) a Per1 (period; Sun et al., 1997), u myši. Dnes se mezi 
hodinové geny řadí také Bmal1 (brain and muscle aryl-hydrocarbon receptor nuclear 
translocator-like 1), Per2, Per3, Cry1 (cryptochrome 1), Cry2, Rev-erbα, Rorα (retinoic 
acid receptor-related orphan receptor α) a Csnk1d/e (casein kinase 1δ/ε). Jejich cyklická 
exprese je regulována systémem pozitivních a negativních zpětnovazebných smyček a 
udržuje se tak zcela autonomně v rámci jednotlivých buněk (shrnuto v Lowrey and 
Takahashi, 2011). 
V době subjektivního dne se tvoří dimery CLOCK/BMAL1, které vstupují do jádra a 
působí zde jako transkripční faktory hodinami řízených genů. Spouští mimo jiné i přepis 
genů Per a Cry, jejichž proteinové produkty se během dne hromadí a pak opět jako 
heterodimery vstupují do jádra, kde plní funkci inhibitorů CLOCK/BMAL1. Zabrání tak 
tedy i přepisu své vlastní mRNA. Během subjektivní noci jsou dimery PER/CRY 
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odbourány a tak může znovu začít transkripce pomocí CLOCK/BMAL1 (shrnuto v 
Takahashi et al., 2008). 
Tato hlavní hodinová smyčka je navíc doplněna dvěma jadernými receptory, REV-ERBα a 
RORα, jejichž exprese je spouštěna komplexem CLOCK/BMAL1. REV-ERBα pak zpětně 
inhibuje expresi genu Bmal1, zatímco RORα působí na přepis tohoto genu pozitivně 
(Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004). 
 
 
Obrázek 4: Cirkadiánní hodiny savců sestávají z části centrální a periferní. Centrální 
hodiny v suprachiasmatických jádrech hypotalamu přijímají informace ze sítnice a pak 
seřizují jak sebe, tak také periferní oscilátory s ohledem na vnější světelné podmínky (A). 
Na molekulární úrovni je mechanismus hodin řízen pomocí pozitivních a negativních 
transkripčně-translačních zpětnovazebných smyček. Pro udržování rytmicity je klíčový 
dimer CLOCK/BMAL1, který funguje jako transkripční faktor a přepisuje geny Per a Cry. 
Dimer PER/CRY pak po vstupu do jádra svůj transkripční faktor zpětně inhibuje (B). 
(Zdroj: Weger et al., 2017) 
10 
 
4.2 Hodinami řízené geny 
Cirkadiánní hodiny běží autonomně s periodou ~24 hodin a mají za úkol seřizovat i další 
buněčné procesy tak, aby byly v souladu s denní dobou. Způsob, jakým signál předávají 
dále, je skrz regulaci transkripce cílových genů. Hodinové proteiny se mohou vázat na dva 
druhy promotorových sekvencí. Jednou z nich je sekvence zvaná E-box. Transkripce genu, 
který ve svém promotoru tuto sekvenci obsahuje, je spouštěna nasednutím heterodimeru 
CLOCK/BMAL1. K tomuto E-boxem zprostředkovanému přepisu tedy dochází během 
subjektivního dne, protože právě to je doba, kdy je aktivní komplex CLOCK/BMAL1 
přítomný v jádře. Analýzou genomu v myších játrech bylo identifikováno přes 2 tisíce 
DNA-vazebných míst pro BMAL1, z nichž 60 % je aktivováno rytmicky (Rey et al., 
2011). Druhou sekvencí, přes kterou hodiny řídí přepis genů, je sekvence RORE (ROR 
response element), rozeznávaná proteiny REV-ERB a ROR. Ty jsou sami pod kontrolou 
komplexu CLOCK/BMAL1. Transkripční aktivita REV-ERB může vést k dalšímu zesílení 
rytmů, primárně vytvořených tímto komplexem. Příkladem může být protein p21, který je 
nepřímo inhibován aktivitou proteinů CLOCK/BMAL1 a zároveň má ve svém promotoru 
RORE sekvenci. Pokud se na ni naváže REV-ERB, brání tedy navíc transkripci jeho genu 
(Gréchez-Cassiau et al., 2008). 
V jednotlivých savčích tkáních vykazuje cirkadiánní expresi přibližně 10 % aktivně 
přepisovaných genů (shrnuto v Masri and Sassone-Corsi, 2010). Ačkoliv většina z nich je 
rytmická právě v jednom typu tkáně, mnoho z těchto hodinově řízených genů kóduje 
proteiny účastnící se regulace buněčného cyklu, které bývají méně tkáňově specifické. 
4.3 Cirkadiánní hodiny a buněčný cyklus 
Jak u organismů prokaryotického typu, tak u eukaryot bylo pozorováno, že určité fáze 
buněčného cyklu bývají obvykle spjaty s konkrétní denní dobou. V evoluci, schopnost 
takto omezit dělení buněk, zřejmě znamenala selekční výhodu (Scheving et al., 1978; 
Woelfle et al., 2004). U savců k fázím S a M buněčného cyklu obvykle dochází v době 
subjektivního dne. U člověka je nejvíce buněk v S fázi kolem třetí hodiny odpoledne, 
zatímco u myši S fáze dominuje kolem třetí hodiny ráno, což u obou zcela koreluje s částí 
dne, ve které jsou aktivní (shrnuto v Brown, 1991). 
Cirkadiánní hodiny a buněčný cyklus spolu interagují na molekulární úrovni. Hodinový 
mechanismus řídí cyklickou expresi genů, z nichž se mnoho účastní regulace buněčného 
dělení. Proteiny buněčného cyklu mohou naopak zase ovlivňovat chod hodin. Za 
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fyziologického stavu jsou tyto cyklické systémy ve vzájemné souhře, ale narušení jednoho 
může mít negativní dopad i na jeho spoluhráče. 
Důležitým objektem, při studiu jejich vzájemného působení, jsou kmenové buňky 
dospělého organismu. Ty jsou totiž hlavními dělícími se buňkami našeho těla a jsou také 
pod kontrolou hodin. V embryonálních kmenových buňkách cirkadiánní rytmus ještě není 
vyvinut, ale je indukován až během jejich diferenciace (Yagita et al., 2010). 
Mezi nejdůležitější proteiny buněčného cyklu, jejichž koncentrace se v buňce cyklicky 
mění, patří některé cykliny (CycD1/D2, CycA1/A2, CycE a další), CKI (p21, p27, p57), 
regulační proteiny jako WEE1 a GADD45α/β (growth arrest and DNA damage 45 α/β), 
nebo proteiny Wnt/β-katenin, MAPK (mitogen-activated protein kinase) a dalších 
signalizačních drah. Ne všechny geny, jejichž exprese je rytmická, jsou pod přímou 
transkripční kontrolou hodin. Mnohé z nich nemají v promotoru ani E-box ani RORE, ale 
jejich aktivita je regulována jiným, hodinově řízeným proteinem (shrnuto v Soták, Sumová 
and Pácha, 2014). 
 
Obrázek 5: Intracelulární propojení cirkadiánních hodin a buněčného cyklu (shrnuto v 
Shostak, 2017; Chan, Huber and Lamia, 2020). Hodiny jsou schopné modulovat buněčný 
cyklus na úrovni G1/S a G2/M přechodu. Exprese p53 je podporována transkripčním 
faktorem BMAL1 a jeho stabilitu reguluje PER2. Cyklická exprese p16 je podporována 
proteinem PER. Další z CKI p21 je regulován pomocí REV-ERB. CRY2 zase napomáhá 
degradaci c-Myc a reguluje transkripční faktory z rodiny E2F. Kináza WEE1 je pod 
přímou kontrolou hodinových proteinů CLOCK/BMAL1. Kromě těchto a dalších 
interakcí, se cirkadiánní hodiny účastní také odpovědi na poškození DNA. (Zdroj: Matsu-
ura, Moore and Hong, 2018)  
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5 Wnt/β-katenin signalizace jako prostředník mezi hodinami 
a buněčným cyklem 
Kromě přímých vlivů v rámci buňky, je buněčný cyklus řízen také vnějšími signály 
přicházejícími z okolní tkáně, které se přenášejí přes příslušné receptory a signální 
kaskády. Některé geny těchto signálních drah mají ve svém promotoru E-box, reagující na 
přítomnost komplexu CLOCK/BMAL1. Cirkadiánní hodiny tak mohou buněčnou 
proliferaci synchronizovat také nepřímo, prostřednictvím sekrece extracelulárních 
signálních molekul. Signalizace přes proteiny WNT je toho dobrým příkladem (Guo et al., 
2012). 
Mnoho proteinů účastnících se Wnt signalizace přímo, nebo aspoň její regulace, vykazuje 
rytmickou expresi. Rytmicky jsou exprimovány např. geny pro některé proteiny WNT 
(Wnt3a, Wnt4, Wnt5b, Wnt7b, Wnt10a), receptory FZD (Fzd1, Fzd3, Fzd4, Fzd6, Fzd7), 
protein AXIN (Axin2), proteiny DVL (Dvl1, Dvl2), kadherinový receptor (Celsr2), kinázy 
GSK3 (Gsk3a, Gsk3b), kasein kinázy (Csnk1a1, Csnk1d, Csnk1e, Csnk1g2, Csnk2a1, 
Csnk2a2), cykliny (Ccnd1, Ccny), CDK14 (Cdk14), kateniny (Ctnnb1, Ctnnd1), 
koreceptory LRP (Lrp4, Lrp5), dále geny Apcdd1, Ryk, Lgr4, Lgr6 a další (shrnuto v 
Soták, Sumová and Pácha, 2014). 
 
Obrázek 6: Graf ukazuje některé důležité geny spojené s Wnt signalizací, které jsou 
exprimovány rytmicky alespoň v pěti typech tkání. (Zdroj: Soták, Sumová and Pácha, 
2014) 
 
Vzhledem k tomu, že je působení Wnt signalizační kaskády tkáňově specifické, detailnější 
popis interakcí mezi cirkadiánními hodinami a buněčným cyklem je dále rozdělen podle 
jednotlivých tkání, ve kterých byla tato interakce zkoumána. 
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5.1 Epitel tenkého střeva 
Střevní epitel je nejrychleji se obnovující tkáň u savců. U myši trvá jeho obnovení asi 3 až 
5 dní. Povrchová vrstva tenkého střeva je uspořádána do klků a krypt. Klky vybíhají 
směrem do lumen a zvětšují absorpční povrch střeva, zatímco krypty směřují od báze klků 
dolů do slizničního vaziva. Na dně každé krypty sídlí 4 až 6 kmenových buněk. Ty se dělí 
a tvoří tak buňky progenitorové, které se posouvají kryptou směrem vzhůru a následně 
diferencují na jeden z typů střevních buněk (to jsou především enterocyty, pohárkové 
buňky, Panethovy buňky a enteroendokrinní buňky). Posun buněk pokračuje i v jejich 
diferencovaném stavu a končí až na špičkách klků, kde dochází k jejich odumírání a 
odlučování. Výjimkou jsou Panethovy buňky, k jejichž diferenciaci dochází na dně krypty, 
kde pak zůstávají spolu s buňkami kmenovými. Kmenové buňky dostávají z Panethových 
buněk signály, např. v podobě sekrece proteinů WNT, ale i dalších růstových faktorů 
udržujících jejich homeostázu (Sato et al., 2011). 
Endogenní cirkadiánní hodiny jsou přítomny jak v tenkém, tak v tlustém střevě (Froy and 
Chapnik, 2007; Hoogerwerf et al., 2007; Sládek et al., 2007). Pomáhají seřizovat 
fyziologické děje odehrávající se v gastrointestinálním traktu, jako např. motilitu střev, 
vstřebávání živin nebo buněčnou proliferaci, diferenciaci a apoptózu (shrnuto v Scheving, 
2000; Bjarnason and Jordan, 2002). Exprese hodinových genů Per1, Per2, Bmal1 a Rev-
erbα i hodinami řízených genů, jako je např. Wee1, je v jednotlivých částech 
gastrointestinálního traktu synchronizována. Hladina jejich exprese ve dvanáctníku 
tenkého střeva a v tlustém střevě se však ve stejném časovém okamžiku liší. Kaudální části 
střeva jsou oproti kraniálním fázově opožděny. Zdá se tedy, že cirkadiánní hodiny mohou 
ovlivňovat časování buněčného cyklu autonomně v jednotlivých částech střeva (Polidarová 
et al., 2009). 
Ke studiu tohoto mnohobuněčného systému se dnes s výhodou využívají především střevní 
organoidy (enteroidy), které se mohou tvořit z jednotlivých krypt nebo dokonce dělením 
jediné Lgr5+ kmenové buňky. Lgr5 (leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled 
receptor 5) je jeden z cílových genů Wnt signalizace, jehož exprese je typická právě pro 
kmenové buňky, a to jak v tenkém, tak v tlustém střevě (Barker et al., 2007). Enteroidy se 
sami uspořádají tak, že vytvoří 3D strukturu připomínající skutečnou střevní tkáň. Krypty 
vyčnívají z povrchu organoidu, jeho „tělo“ je tvořeno diferencovanými buňkami klků a 




Obrázek 7: Enteroidy napodobují prostorové uspořádání střevní tkáně. Jsou tvořeny 
doménami připomínajícími lumen střeva, klky a krypty. Na dně krypt je možné vidět 
Panethovy buňky. (Zdroj: Moore et al., 2014) 
 
Organoidy – připravené z tenkého střeva PER2::LUC myši – vykazují robustní cirkadiánní 
rytmy po dobu minimálně 4 dní. Přitom se hodiny jednotlivých buněk organoidu zcela 
autonomně synchronizují. Je také zajímavé, že pokud je v jedné kultuře přítomno více 
organoidů, pak se časem synchronizuje tato celá skupina. To všechno naznačuje tomu, že 
je střevní epitel sídlem autonomních periferních hodin (Moore et al., 2014).  
V dalších pokusech s organoidy se testovalo, zda jsou tyto periferní hodiny schopné 
ovlivnit dělení buněk střevního epitelu. Ukázalo se, že nejen hodiny, ale i buněčný cyklus 
je v jednotlivých organoidech i v populaci spolu kultivovaných organoidů 
synchronizovaný. Oproti hodinám s periodou ~24 hodin, je však perioda rytmického 
buněčného dělení asi poloviční. To, že jsou hodiny skutečně nezbytné pro synchronizaci 
buněčné proliferace, bylo potvrzeno pokusem, ve kterém byla utlumena exprese genu 
Bmal1. Došlo tím samozřejmě ke snížení amplitudy rytmu PER2. Výrazné snížení 
amplitudy bylo ale zaznamenáno i v periodě buněčného cyklu (Matsu-ura et al., 2016). Ta 
samá studie se dále zabývala simulací různých mechanismů, které by mohly vysvětlovat 
hodinově zprostředkovanou synchronizaci buněčných cyklů. Dospěla k závěru, že se tak 
děje skrz signalizaci WNT proteiny, které v cílových buňkách umožní přechod z G1 do 
S fáze. Některé geny Wnt signalizace jsou v enteroidech přepisovány rytmicky, a pokud je 
utlumen gen Bmal1, jejich oscilace mizí, což dokazuje vliv hodin na tuto dráhu. Proteiny 
WNT jsou ve střevním epitelu produkovány Panethovými buňkami lokalizovanými na dně 
krypt. Když byly tyto buňky odstraněny, byla narušena také synchronizace buněčného 
dělení. Rovněž zajímavé je, že v Panethových buňkách byly detekovány cirkadiánní rytmy, 
zatímco v buňkách kmenových a progenitorových jsou rytmy pouze slabé, s nízkou 
amplitudou. To také vede k závěru, že právě Panethovy buňky jsou těmi lokálními 
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periferními hodinami, které sekrecí proteinů 
WNT synchronizují dělení kmenových buněk 
tenkého střeva (Matsu-ura et al., 2016). 
 
Obrázek 8: Cirkadiánní hodiny regulují sekreci 
WNT z Panethových buněk a synchronizují tak 
dělení buněk kmenových a progenitorových. 
(Zdroj: Matsu-ura et al., 2016) 
 
5.2 Tuková tkáň 
Buňky tukové tkáně (adipocyty) ukládají v těle 
energii ve formě lipidů. Vyvíjejí se v procesu 
adipogeneze z mezenchymálních kmenových 
buněk, schopných dát, kromě tkáně tukové, vznik 
také tkáni kostní, svalové a pojivové (shrnuto v 
Gesta, Tseng and Kahn, 2007). Bylo dokázáno, že 
diferenciace adipocytů je inhibována Wnt signalizační dráhou. Wnt signalizace brání 
expresi transkripčních faktorů C/EBPα (CCAAT/enhancer binding protein α) a PPARγ 
(peroxisome proliferator-activated receptor γ), které jsou pro jejich vývoj z preadipocytů 
nezbytné (Wang et al., 1995; Rosen et al., 1999). Zvýšená aktivace kanonické Wnt dráhy 
vede k snížení množství adipocytů a tedy i úbytku hmoty tukové tkáně u myší (Longo et 
al., 2004). Pokud je naopak Wnt signalizace inhibována, dochází k adipogenezi i 
v nepřítomnosti indukujícího signálu (Ross et al., 2000). Mutace v genu Wnt10b byla také 
spojena s lidskou obezitou raného věku (Christodoulides et al., 2006). 
Jak v preadipocytech, tak v adipocytech, běží endogenní cirkadiánní hodiny a 
zprostředkovávají rytmickou expresi některých genů (Otway, Frost and Johnston, 2009). 
Myš, která je homozygotní v mutaci genu Clock, vykazuje změny v rytmickém příjmu 
potravy, má narušenou regulaci tělesné hmotnosti a je u ní velmi pravděpodobný rozvoj 
obezity (Turek et al., 2005). 
V roce 2012 byla vydána studie, která ukazuje, že přímá spojitost mezi narušením 
cirkadiánních rytmů a obezitou vede přes kanonickou Wnt signalizaci (Guo et al., 2012). 
Autoři popisují, že u myši se ztrátou genu Bmal1 došlo k nárůstu tukové tkáně až na 
dvojnásobek oproti kontrolám a byla detekována vyšší hladina exprese faktorů 
indukujících adipogenezi, včetně C/EBPα a PPARγ. Stejného efektu bylo dosaženo, když 
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byla exprese Bmal1 utlumena pomocí shRNA. Kromě zvýšené adipogeneze, zároveň 
poklesla hladina proteinů účastnících se Wnt signalizační kaskády: WNT10A, FZD5, 
DVL2, TCF3, AXIN2 a β-katenin. Naopak, pokud byla exprese Bmal1 zvýšena, vzrostla i 
aktivita Wnt signalizace. Mimo jiné bylo také potvrzeno, že geny pro WNT10A, DVL2, β-
katenin a TCF3 jsou pod přímou transkripční kontrolou BMAL1 (Guo et al., 2012). 
Později se jiná studie zabývala také rolí genu Clock v adipogenezi a potvrdila předchozí 
výsledky, jelikož CLOCK a BMAL1 fungují společně jako heterodimery (Zhu et al., 
2016). Pokud byl v preadipocytech inhibován Clock, došlo k oslabení exprese genů Wnt 
signalizace. Když byla naopak hladina CLOCK zvýšena, vzrostla také exprese genů Wnt 
dráhy a hladina β-kateninu v buňkách. Po aplikaci sérového šoku byl detekován rytmus 
nejen v expresi genu Clock, ale i v genech pro β-katenin a c-Myc, což dále potvrzuje, že 
hodiny skutečně regulují geny Wnt signalizační kaskády. Inhibice genu Clock se projevila 
zvýšením hladiny transkripčních faktorů časné adipogeneze, opuštěním buněčného cyklu a 
diferenciací preadipocytů (Zhu et al., 2016). 
 
Obrázek 9: Cirkadiánní exprese genů Clock, β-katenin a c-Myc v buňkách preadipocytů po 
aplikaci sérového šoku. (Zdroj: Zhu et al., 2016) 
Také gen Cry1 byl použit pro studium diferenciace adipocytů. Když je u prekurzorových 
buněk stimulována adipogeneze, narůstá hladina CRY1, roste také hladina transkripčních 
faktorů C/EBPα a PPARγ, a přibývá množství tukových kapének. Snížení exprese Cry1 
vede k aktivaci kanonické Wnt signalizační kaskády, zvýšené hladině β-kateninu a poklesu 
hladiny inhibiční kinázy GSK3β. Je tedy zastavena i adipogeneze (Sun et al., 2018). I to je 
opět v souladu s předchozími tvrzeními. Protein CRY1 totiž v hodinovém mechanismu 
tvoří negativní zpětnou smyčku a inhibuje funkci heterodimeru CLOCK/BMAL1. Pokud 
tedy dojde k utlumení exprese Cry1, aktivita CLOCK/BMAL1 je vysoká a vzrůstá s ní i 
aktivace Wnt signalizace, což brání diferenciaci preadipocytů. 
Nejen diferenciace, ale také proliferace a apoptóza prekurzorových buněk, je ovlivňována 
hodinovými geny. Proliferace preadipocytů je např. podporována aktivitou hodinového 
genu Clock, vedoucí přes aktivaci Wnt signalizační dráhy k stimulaci přechodu G1/S. 
Snížená exprese genu Clock se projeví menší dělivostí buněk, zatímco zvýšení jeho 
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hladiny nad obvyklou úroveň má za následek zvýšenou proliferaci a životaschopnost 
preadipocytů. Pokud však byla v podmínkách vyšší exprese Clock inhibována Wnt 
signalizační kaskáda, nárůst buněčného dělení nebyl pozorován (Zhu et al., 2016). 
Dalším hodinovým proteinem, jehož role v proliferaci preadipocytů byla prokázána, je 
jaderný receptor REV-ERBα. Výsledkem přidání agonisty REV-ERBα do kultury 
preadipocytů je snížení hladiny CycD a β-kateninu a zvýšená exprese p27. Proliferace 
buněk je tak zastavena skrz inhibici G1/S přechodu. I tady hraje pokles aktivity kanonické 
Wnt signalizace důležitou roli. REV-ERBα může preadipocytům také pomoci vstoupit do 
apoptózy. To bylo ukázáno na pokusu, kdy byla ke kultuře nejprve přidána kyselina 
palmitová, která apoptózu indukovala. Následnou stimulací aktivity REV-ERBα došlo 
k detekci vyšší koncentrace proapoptotických faktorů a k úbytku živých buněk oproti 
kontrole (Chu et al., 2019). 
5.3 Svalová tkáň 
Kosterní svalovina je tvořena podlouhlými mnohojadernými buňkami, svalovými vlákny. 
Je jednou z tkání, které si i v dospělosti zachovávají velmi dobrou schopnost regenerace. 
Myogeneze je regulována faktory jako je MyoD1 (myogenic differentiation 1), Myf5 
(myogenic factor 5) nebo myogenin, a hlavním signálem, který vývoj a růst svalových 
vláken spouští, je aktivace Wnt dráhy (shrnuto v Rudnicki and Williams, 2016). 
Kosterní svalstvo je také sídlem periferních cirkadiánních hodin (shrnuto v Harfmann, 
Schroder and Esser, 2015). Bylo prokázáno, že hodinový protein BMAL1 má pozitivní 
vliv na myogenezi. U myši s delecí genu Bmal1, došlo ke snížení celkové svalové hmoty 
v důsledku redukce svalových vláken. Myoblasty, ve kterých byla exprese Bmal1 
utlumena, vykazovaly sníženou expresi myogenních regulačních faktorů a přišly tak o 
schopnost diferenciace. Když byla naopak exprese Bmal1 v myoblastech navýšena, vedlo 
to k nárůstu hladiny myogenních faktorů a vyšší míře tvorby nových svalových vláken 
(Chatterjee et al., 2013). 
 
Obrázek 10: Nepřítomnost funkčního genu Bmal1 u myši způsobí redukci celkové svalové 
hmoty a nárůst hmoty tukové tkáně (Guo et al., 2012). Svalová vlákna mají menší průměr 
oproti kontrole (WT). (Zdroj: Chatterjee et al., 2013) 
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Regulace myogeneze pomocí BMAL1 je zřejmě zprostředkována kanonickou signalizací 
Wnt/β-katenin. V myoblastech, ve kterých byl utlumen gen Bmal1, došlo také k oslabení 
aktivity Wnt signalizace a ke snížení hladiny mRNA proteinů WNT10A, DVL2, β-katenin 
a TCF3. Geny těchto proteinů totiž obsahují cílovou sekvenci transkripčního faktoru 
BMAL1 a v jeho přítomnosti také vykazují rytmickou expresi. Když byl ke kultuře 
myoblastů postrádajících funkční gen Bmal1 přidán ligand WNT3A nebo inhibitor kinázy 
GSK3β, schopnost jejich diferenciace se obnovila pouze částečně. Důvodem může být 
např. to, že BMAL1 reguluje expresi více komponent Wnt signalizace, z nichž mnohé 
fungují později v rámci kaskády přenášející signál až na úroveň transkripce v buněčném 
jádře (Chatterjee et al., 2013). 
 
Obrázek 11: Geny pro WNT10A, DVL2, β-katenin, TCF3 a MyoD jsou exprimovány 
rytmicky, ve fázi shodné s expresí genu Bmal1. TBP (TATA-binding protein) byl použit 
jako kontrola. (Zdroj: Chatterjee et al., 2013) 
Studie z roku 2019 zkoumala, jakou roli má v procesu myogeneze protein REV-ERBα 
(Chatterjee et al., 2019). Ukázalo se, že je také schopen regulovat transkripci genů 
některých komponent Wnt signalizace. Vazebná místa RORE se nachází např. v genech 
pro WNT10A, FZD5, LRP6, DVL2 nebo TCF3. Účinek jím zprostředkované regulace je 
však opačný oproti tomu, který je vyvolán transkripčním faktorem BMAL1. Aktivace 
REV-ERBα má za následek utlumení proliferace a diferenciace myoblastů. Jeho inhibice 
naopak vede ke zvýšené míře dělení a maturaci prekurzorových buněk, a napomáhá tak 
také regeneraci svalu po jeho poranění. Snížení hladiny REV-ERBα se navíc projeví také 
nárůstem exprese Bmal1, a tak ještě podpoří tento efekt (Chatterjee et al., 2019). 
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5.4 Kostní tkáň 
Stejně jako adipocyty a myocyty, vznikají i buňky kostní tkáně z multipotentních 
mezenchymálních kmenových buněk. Proces osteogenní diferenciace, ve kterém se z nich 
vyvíjejí osteoblasty a následně osteocyty, zahrnuje proliferaci, maturaci a mineralizaci. 
Hlavními osteogenními transkripčními faktory jsou proteiny RUNX2 (runt-related 
transcript factor 2), ALP (alkaline phosphatase), OSX (osterix), COL1α1 (collagen type I α 
1) a OC (osteocalcin). V dospělých kostech dochází k neustálé remodelaci, tedy 
odstraňování staré a formaci nové kostní tkáně. Důležitou roli při tom hraje rovnováha 
mezi aktivitou osteoblastů a osteoklastů (shrnuto v Katsimbri, 2017). 
Diferenciace osteoblastů je regulována Wnt signalizační dráhou, kdy pokud je aktivován β-
katenin, dojde k zvýšení hladiny osteogenních transkripčních faktorů (Day et al., 2005). 
Wnt signalizace má navíc schopnost podporovat diferenciované osteoblasty v inhibici 
formace osteoklastů (Glass II et al., 2005). Účastní se tak plně přestavby kostní tkáně. 
Roli v remodelaci kostí mají i hodinové geny. Osud osteoblastů určuje např. gen Clock. 
Pokud je mutován, je zablokována osteogeneze a dochází častěji k apoptotickému 
odumírání buněk (Yuan et al., 2017). Gen Bmal1 ovlivňuje proliferaci mezenchymálních 
kmenových buněk a tedy množství osteoblastů. U starších myší postupně klesá hladina 
BMAL1, snižuje se také proliferace prekurzorových buněk a koncentrace osteogenních 
faktorů (Chen et al., 2012). S přibývajícím věkem je také pozorována klesající míra 
aktivace Wnt signalizace (Zhang et al., 2011). Pokud je v buňkách kostní tkáně inhibována 
Wnt signalizace, dochází k potlačení proliferace a osteogeneze. Když však v těchto 
buňkách zvýšíme expresi Bmal1, do jisté míry se tento efekt vyruší a je pozorován malý 
nárůst diferenciace, např. částečná kalcifikace. Je zajímavé, že změny v hladinách exprese 
Bmal1 naznačují jeho účast při regulaci osteogeneze pouze v určité její fázi (He et al., 
2013). 
Studie publikovaná v roce 2018 ukazuje, že hodinový gen Cry1 ovlivňuje diferenciaci 
lidských osteoblastů skrz kanonickou Wnt/β-katenin signalizaci (Zhou et al., 2018). Při 
zvýšené expresi Cry1 byla zaznamenána vyšší míra proliferace a diferenciace osteoblastů, 
vyšší exprese osteogenních transkripčních faktorů (RUNX2, ALP, OSX, COL1α1, OC) a 
také zvýšená extracelulární mineralizace. Naproti tomu snížení exprese Cry1 vedlo 
k poklesu exprese osteogenních faktorů, oslabení diferenciace osteoblastů a snížené 
proliferaci buněk. V buňkách se zvýšenou expresí Cry1 byla také detekována vysoká 
hladina β-kateninu v cytoplazmě i v jádře. Nabízelo se tedy, že by Cry1 mohl řídit buněčný 
osud osteoblastů právě přes kanonickou Wnt dráhu. To bylo potvrzeno inhibicí β-kateninu, 
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po které došlo k zablokování osteogeneze i v buňkách se zvýšenou expresí Cry1 (Zhou et 
al., 2018). 
Jiná studie se zabývala rolí genu Cry2 v regulaci rozvoje lidského osteosarkomu. Bylo 
zjištěno, že pokud je utlumena exprese Cry2, v kultuře se sníží počet buněk v G1 fázi a 
přibude buněk v S fázi. Buňky osteosarkomu se tedy více dělí a migrují. Tyto změny jsou 
zřejmě mimo jiné zprostředkovány kanonickou Wnt signalizací, jelikož bylo pozorováno 
také zvýšení hladiny β-kateninu (Yu et al., 2018). Utlumení genu Cry1 tedy vede ke 
snížení míry proliferace, utlumení Cry2 způsobí naopak zvýšenou proliferaci buněk. Oba 
tyto geny jsou pod transkripční kontrolou CLOCK/BMAL1. Jak je tedy možné, že mají 
naprosto opačný efekt, když víme, že snížená exprese Clock i Bmal1, vede ke snížení 
proliferace a osteogeneze? Zdá se, že Cry2 má schopnost modulovat hladinu exprese 
ostatních hodinových genů, včetně genu Cry1. V buňkách osteosarkomu, ve kterých byla 
utlumena exprese Cry2, bylo detekováno více mRNA Cry1, Per1, Per2, Bmal1 i Clock 
(Yu et al., 2018). Mechanismus jeho působení na ostatní hodinové geny není znám, ale 
dokazuje to, že Cry2 má v regulaci proliferace a diferenciace buněk kostní tkáně důležitou 
negativní úlohu. 
Pozornost byla věnována také vlivu REV-ERBα na proliferaci a osteogenezi 
mezenchymálních kmenových buněk (He et al., 2015). Pokud u nich byla indukována 
osteogeneze, hladina REV-ERBα klesla. V buňkách, ve kterých byla exprese REV-ERBα 
zvýšena, byl pozorován pokles hladiny β-kateninu a osteogenního faktoru BSP (bone 
sialoprotein) typického pro pozdní diferenciaci, ubylo také buněk v S fázi a bylo 
zaznamenáno vyšší množství stárnoucích buněk. REV-ERBα tedy inhibuje proliferaci i 
osteogenezi a podporuje stárnutí mezenchymálních kmenových buněk přes Wnt/β-katenin 
signalizaci. Dokázáno to bylo přidáním exogenního WNT3A ke kultuře buněk se zvýšenou 
expresí REV-ERBα. V takovém případě totiž vzrostla aktivita Wnt signalizace, zvýšila se 
hladina β-kateninu, efekt REV-ERBα byl částečně potlačen a proliferace buněk byla mírně 
obnovena. Zároveň byla naměřena nižší hladina proteinu REV-ERBα. Předpokládá se, že 
mechanismus, který hodinový protein REV-ERBα a Wnt signalizaci spojuje, vede přes 
kinázu GSK3β. Při zvýšené expresi REV-ERBα je zaznamenána také vyšší exprese 
GSK3β (He et al., 2015). Tato kináza fosforyluje a tím stabilizuje REV-ERBα (Yin et al., 
2006), čímž dojde k inhibici Bmal1. GSK3β zároveň fosforylací β-kateninu napomáhá jeho 
degradaci v proteasomu. Celkově tak zvýšení její hladiny vede k inhibici proliferace 




Přítomnost buněčně-autonomních cirkadiánních hodin byla prokázána také u fibroblastů 
(Nagoshi et al., 2004). Studie z roku 2013 popisuje, že hodinový gen Bmal1 ovlivňuje 
jejich proliferaci, a to skrz aktivaci kanonické Wnt dráhy (Lin et al., 2013). V buňkách 
NIH-3T3 byla za pomocí transfekce zvýšena exprese Bmal1. Vedlo to k výraznému 
nárůstu dělení buněk a také k zvýšení hladiny mRNA β-kateninu. Práce je, co se týče 
zaměření a provedení, u fibroblastové linie ojedinělá a nelze ji tak srovnat s dalšími 
výsledky. Nicméně tento trend byl pozorován u jiných buněčných linií (viz tuková, svalová 
a kostní tkáň), a tak lze předpokládat, že by mohl být platný také zde. 
Existuje i jiná studie, která popisuje význam Wnt signalizace při zvýšené proliferaci 
fibroblastů, jako důsledek narušení hodinového systému (Yasuniwa et al., 2010). V tomto 
případě se však jednalo o pokus in vivo a nebylo použito manipulace s konkrétním 
hodinovým genem, nýbrž byly porovnávány skupiny myší chovaných buď v podmínkách 
střídání světa a tmy v intervalech 12 hodin, nebo za podmínek konstantního světla. Nádory 
vyvolané vpravením buněk HeLa produkovaly za podmínek konstantního světla větší 
množství extracelulární matrix. Narušení cirkadiánních rytmů totiž vedlo k zvýšené expresi 
WNT10A a ten působil na fibroblasty jako růstový faktor. 
5.6 Epidermis 
Pokožka je jednou z tkání lidského těla, které podléhají velmi rychlé obnově. Její obměna 
u člověka trvá přibližně dva týdny. Za udržování pokožkové homeostázy zodpovídají 
multipotentní epidermální kmenové buňky, které sídlí 
ve speciální části vlasového folikulu. Odtud mohou 
migrovat a dávat vznik vlasovým keratinocytům a 
vlastním buňkám folikulu, dále buňkám mazových žláz 
a kmenovým buňkám interfolikulární epidermis 
(shrnuto v Alonso and Fuchs, 2003).  
Obrázek 12: Kořen vlasu je ve folikulu obalen vnitřní a 
vnější pochvou, navazující na epidermis. Buňky matrix 
ve spodní části folikulu se dělí a dávají vznik vlasovým 
buňkám i buňkám vnější pochvy. Dermální papila, 
která je tvořena specializovanými mezenchymálními 
buňkami a obklopena buňkami matrix, je zásadní pro 
tvorbu folikulu. Epiteliální kmenové buňky jsou 
uloženy ve speciální doméně folikulu. Odtud migrují a 
vytváří jak mazové žlázy a epidermis, tak buňky 
matrix. (Zdroj: Clevers, 2006) 
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Pro správnou funkci folikulu je zásadní Wnt signalizace. Vyvolanou stabilizací β-kateninu 
dojde k aktivaci epidermálních kmenových buněk a jejich dočasné synchronizované 
proliferaci (Lowry et al., 2005). Mnoho genů specifických pro morfogenezi vlasových 
folikulů ve svém promotoru obsahuje vazebnou sekvenci pro LEF a je tedy také řízeno 
Wnt signalizací (Zhou et al., 1995). U myši, u které je během vývoje Wnt signalizační 
dráha epiteliálních buněk inhibována, chlupové folikuly zcela chybí (Andl et al., 2002). 
Dospělá myš nesoucí mutaci v genu pro β-katenin vykazuje poruchy tvorby chlupových 
keratinocytů a namísto nich se z epidermálních kmenových buněk tvoří buňky 
interfolikulární epidermis (Huelsken et al., 2001). Signalizace Wnt/β-katenin je tedy pro 
pokožku klíčová po celou dobu života jedince a reguluje nejen expanzi prekurzorových 
buněk, ale také jejich terminální diferenciaci. 
Také v kožních buňkách byly popsány funkční cirkadiánní hodiny (Bjarnason et al., 2001). 
V lidských epidermální keratinocytech jsou jednotlivé hodinové geny aktivní v určitých 
fázích dne a vytváří tak různé časové intervaly, pro které je typická exprese konkrétních 
genů regulujících proliferaci a diferenciaci epidermálních kmenových buněk. Např. na 
diferenciační stimuly odpovídají během pozdní noci nebo časného rána. Mitózou naopak 
procházejí během pozdního odpoledne nebo začátku noci (Janich et al., 2013). Na myším 
modelu bylo ukázáno, že BMAL1 hraje klíčovou roli v regulaci a koordinaci buněčné 
proliferace a metabolismu pokožky. Exprese genů spojených s metabolickými ději byla 
v opačné fázi oproti genům účastnících se buněčného cyklu. Také produkce ROS (reactive 
oxygen species) se během dne cyklicky měnila a to v opačné fázi oproti rytmickým 
změnám v počtu buněk v S fázi. Delece Bmal1 v interfolikulárních pokožkových buňkách 
vede ke ztrátě rytmu v hladině ROS i synchronizaci buněčného dělení v závislosti na denní 
době. Jak hladina ROS, tak buněčná proliferace, jsou pak stále zvýšené. Za fyziologického 
stavu má tedy BMAL1 zřejmě za úkol potlačovat během dne proliferaci interfolikulárních 
epidermálních buněk (Geyfman et al., 2012). Cirkadiánní hodiny jsou také schopné 
modulovat časování cyklických procesů, které běží s periodou delší než 24 hodin. To bylo 
ukázáno na příkladu cyklování folikulů a růstu chlupů u myši. Vliv hodinových genů na 
růst chlupu je zprostředkován přes jejich efekt na buněčný cyklus. Mutace v genu Bmal1 
vede k zastavení buněčného cyklu folikulárních keratinocytů v G1 fázi (Lin et al., 2009). 
Epidermální kmenové buňky folikulu se střídavě aktivují a deaktivují. Aktivní se však 
stává pouze jejich část. Rolí cirkadiánních hodin v tomto procesu se zabývala studie z roku 
2011 (Janich et al., 2011). V dormantním stavu vykazovala cirkadiánní expresi hodinového 
genu Per1 přibližně polovina kmenových buněk folikulu. Se začátkem růstové fáze se 
23 
 
začala exprese Per1 navyšovat, až byla nakonec detekována přibližně v 90 % 
epidermálních kmenových buněk. Analýza transkriptomu odhalila, že se buňky, ve kterých 
jsou hodiny aktivní, liší expresí řady genů klíčových pro epidermální homeostázu, a to i 
v době před jejich růstovou aktivací. Exprimují mimo jiné vyšší hladiny genů Wnt 
signalizace jako např. Fzd2, Fzd3, Lgr5, Lef1, Dkk3 (dickkopf-3) a další. Bylo také 
potvrzeno, že některé z těchto genů přímo obsahují vazebné místo pro BMAL1/CLOCK ve 
svém promotoru. V pokusu, kdy byl vyřazen gen Bmal1, byly buňky arytmické, 
exprimovaly nižší hladiny genů účastnících se Wnt signalizace a většinou byly 
v dormantním stavu. Naopak delece Per1/2, kdy hodiny nebyly zpětně inhibovány, vedla k 
zvýšené proliferaci folikulárních kmenových buněk a vyšší expresi cílových genů. Hodiny 
jsou tedy zřejmě schopné určit, skrz dráhy jako je Wnt, populace epiteliálních kmenových 
buněk, které jsou více či méně náchylné k aktivaci a následné proliferaci. Chrání tak niku, 
ve které kmenové buňky sídlí, aby nedošlo k aktivaci všech, a aspoň část jich vždy 
zůstávala zachována (Janich et al., 2011). 
5.7 Hematopoetický systém 
Hematopoetické kmenové buňky mohou dát vznik všem krevním buněčným liniím. 
U dospělého savčího organismu je najdeme především v kostní dřeni, jsou ale schopné 
svou niku opustit, vyputovat do krevního řečiště a následně se zase vrátit. Mobilita 
hematopoetických kmenových buněk je regulována pomocí receptoru CXCR4 (C-X-C 
motif chemokine receptor 4) přítomným na jejich povrchu. Jeho ligandem je CXCL12 (C-
X-C motif chemokine ligand 12), který je produkovaný stromálními buňkami kostní dřeně 
a jeho přítomnost udržuje kmenové buňky ve své nice (shrnuto v Morrison and Scadden, 
2014). 
Uvolnění hematopoetických kmenových buněk z kostní dřeně do krevního řečiště je 
regulováno cirkadiánními hodinami skrz expresi Cxcl12. Jak hladina hematopoetických 
kmenových buněk, tak exprese Cxcl12, vykazuje cirkadiánní rytmické fluktuace, a ty jsou 
vzájemně v opačné fázi. Oba rytmy jsou také ovlivněny změnou světelného režimu. 
Cirkadiánní změny v expresi Cxcl12 jsou závislé na rytmické sekreci noradrenalinu 
z nervových zakončení sympatiku, jsou tedy řízeny hodinami z centrálního nervového 
systému (Méndez-Ferrer et al., 2008). Současně se systémovým řízením, je vyplavování 
hematopoetických kmenových buněk ovlivňováno také na buněčně specifické úrovni. 
Důležitou roli při tom hraje kináza GSK3β. Ta je také exprimována rytmicky v průběhu 
dne a je ve fázi shodné s uvolňováním hematopoetických kmenových buněk do krve. 
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Hladina GSK3β se v kmenových buňkách zvyšuje po stimulaci noradrenalinem a zdá se, že 
tento děj předchází jejich vyplavení. U nezralých kmenových buněk je míra její exprese 
vyšší v porovnání s buňkami zralými. Inhibice GSK3β nemá na migraci jako takovou 
efekt, protože hladina obíhajících zralých leukocytů se po ní nezmění. Způsobí však 
snížení počtu prekurzorových hematopoetických kmenových buněk v krvi. V dalších 
pokusech bylo ukázáno, že kináza GSK3β funguje nezávisle na receptorech CXCR4, 
jejichž hladina se v závislosti na změnách exprese kinázy nemění. Aktivita GSK3β tedy se 
systémem regulace CXCL12/CXCR4 spolupracuje a má přednostní vliv na nezralé 
kmenové buňky (Lapid et al., 2013). 
Kináza GSK3β je také součástí Wnt signalizační kaskády. Wnt signalizace je důležitá 
především pro sebeobnovu hematopoetických kmenových buněk a má vliv na jejich 
proliferaci a diferenciaci. Exprese β-kateninu vede k jejich zvýšené proliferaci a působí 
negativně na jejich diferenciaci (Reya et al., 2003). Také v tomto typu buněk by tedy 
mohla existovat souvislost mezi hodinami a buněčným cyklem vedoucí přes Wnt 
signalizaci. Zdali tato interakce skutečně existuje, však zatím není jasné. 
5.8 Nervová tkáň 
Neurogeneze, proces tvorby nových neuronů z prekurzorových buněk, u savců probíhá 
nejen během vývoje ale i v dospělosti. U dospělého organismu k ní dochází v konkrétních 
částech centrálního nervového systému, a to především v subventrikulární zóně laterální 
komory a v subgranulární zóně v gyrus dentatus hipokampu. Neurální kmenové buňky 
proliferují a mění se na buňky progenitorové. Ty následně procházejí diferenciací a migrují 
na cílové místo, kde vytvářejí výběžky a synapse s ostatními neurony. Proliferace a 
diferenciace neurálních kmenových buněk je řízena mimo jiné Wnt signalizací. Proteiny 
WNT jsou produkovány astrocyty hipokampu a jejich působením se neurální kmenové 
buňky přeměňují v neurony. Tyto kmenové buňky sami o sobě exprimují sFRP3 (secreted 
frizzled-related protein 3), který působí proti Wnt-signalizací vyvolané diferenciaci, což 
napomáhá udržování rovnováhy (shrnuto v Lie et al., 2004; Ming and Song, 2005). 
Neurogeneze u dospělých savců je zřejmě také pod vlivem cirkadiánních hodin. Bylo 
například ukázáno, že v myším hipokampu během dne dochází ke změnám počtu buněk 
v M fázi a jejich nárůst je doprovázen zvýšením počtu nových neuronů (Tamai, Sanada 
and Fukada, 2008). 
Studie, naznačující možné propojení mezi cirkadiánními hodinami a Wnt signalizací 
v procesu tvorby neuronů, se věnovala roli hodin v rozvoji ADHD (attention-
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deficit/hyperactivity disorder) a jako modelový organismus si vybrala Danio rerio (Huang 
et al., 2015). Ryby, u kterých byl vyřazen gen per1b, ortologní k savčímu Per1, 
vykazovaly mnoho charakteristik shodných právě s pacienty trpícími touto chorobou. Byly 
hyperaktivní, impulzivní, méně obezřetné, se špatnou pamětí a menší schopností učit se, 
značící také sníženou soustředěnost. Vyřazení per1b způsobilo také výrazné snížení 
hladiny dopaminu v mozku dospělých jedinců. Gen mao, který kóduje monoaminooxidázu 
degradující dopamin, je pod přímou kontrolou cirkadiánních hodin a za normálních 
okolností je exprimován rytmicky. U mutantních jedinců je však jeho exprese výrazně 
navýšena. Stejně je to i u genu dbh, který kóduje dopamin-β-hydroxylázu katalyzující 
přeměnu dopaminu na noradrenalin. Kromě regulace hladiny dopaminu je gen per1b 
důležitý také pro normální vývoj dopaminergních neuronů. Jejich počet je u per1b 
mutantních ryb výrazně redukován, jelikož exprese genů účastnících se jejich diferenciace, 
vývoje a udržování je snížena. Mezi tyto geny patří mimo jiné geny Wnt signalizace: wnt1, 
wnt3a a wnt5a. Způsob, jakým Per1b tyto geny reguluje, však prozatím není známý 




6 Cirkadiánní hodiny, Wnt signalizace a nádorové bujení 
Cirkadiánní hodiny se účastní regulace řady klíčových buněčných pochodů včetně 
buněčného cyklu, odpovědi na poškození DNA a apoptózy. Jejich narušení tedy může vést 
ke zvýšené proliferaci a změnám v metabolismu buněk, podobně jako je tomu u buněk 
nádorových. Toto tvrzení je podpořeno také výsledky pozorování, kdy mutace v některém 
z genů Bmal1, Per1, Per2, Cry1 nebo Cry2 vede k vyšší míře tvorby nádorů. 
Nádorová transformace je často spojena s procesy nestandardní diferenciace nebo 
dediferenciace. Některé nádorové buňky tedy vykazují vlastnosti shodné s embryonálními 
kmenovými buňkami, jako např. neomezenou dělivou schopnost, podobné metabolické 
nároky a epigenetické modifikace. Právě epigenetika by mohla vysvětlovat skutečnost, že 
většina hodinových genů je v několika typech rakovinných buněk exprimována odlišně 
oproti buňkám zdravým. Zjistilo se totiž, že v některých nádorech jsou promotory genů 
Bmal1, Per1, Per2 a Cry1 nadměrně metylovány (shrnuto v Tsuchiya, Umemura and 
Yagita, 2020). 
Svou roli v rozvoji nádorů má i Wnt signalizace. V lidských rakovinných buňkách jsou 
často pozorovány právě mutace v některé z jejích komponent. Nejlépe popsaným 
příkladem je kolorektální karcinom, který je ve většině případů zapříčiněný mutací v genu 
pro APC. Pro udržování nádoru je důležité, aby byla Wnt signalizace aktivní kontinuálně. 
Pokud dojde k obnovení funkce APC a dráha vedoucí přes β-katenin je tak inhibována, 
mohou se také buňky adenomu vrátit zpět do podoby buněk zdravé tkáně. Kromě nádorů 
gastrointestinálního traktu je Wnt signalizace deregulována také např. ve většině leukemií, 
melanomů nebo karcinomů prsu (shrnuto v Zhan, Rindtorff and Boutros, 2017). 
Přímé zapojení Wnt signalizační dráhy v rozvoji nádoru způsobeném narušením 
cirkadiánního systému popisuje studie z roku 2010 (Yasuniwa et al., 2010). Do myší byly 
vpraveny lidské epiteliální nádorové buňky HeLa. Následně byly rozděleny do dvou 
skupin: první skupina myší byla chována za podmínek konstantního světla (L/L), druhá 
byla v podmínkách střídajících se 12 hodin světla a 12 hodin tmy (L/D). Nádory se 
vytvořili u obou skupin myší, avšak u skupiny chované v režimu L/L dosahovaly větších 
rozměrů, obsahovaly větší množství cév, došlo u nich k expanzi extracelulární matrix a 
klesl výskyt nekrózy. Přestože byla v L/L zaznamenána vyšší úroveň angiogeneze, VEGF 
(vascular endothelial growth factor), nejdůležitější faktor, který tvorbu cév podporuje, byl 
u obou skupin exprimován stejně. Byl ale pozorován rozdíl v expresi WNT10A. Ta byla 
výrazně vyšší u skupiny v podmínkách L/L oproti skupině v L/D. Vznikla tedy hypotéza, 
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že by za morfologické změny nádorů mohla být zodpovědná právě tato extracelulární 
signalizační molekula. V dalším pokusu byly do myší vpraveny buňky HeLa, které 
exprimovaly vysoké hladiny WNT10A. V podmínkách in vitro byla rychlost růstu buněk 
exprimujících vyšší hladiny WNT10A srovnatelná s těmi, které byly použity v původním 
experimentu. In vivo však vyvolaly nádory, které rostly rychleji a obsahovaly daleko vyšší 
množství cév v porovnání s původním experimentem, a to jak v podmínkách L/L, tak L/D. 
U obou skupin myší byla také měřena hladina 8-OH deoxyguanosinu jako ukazatel míry 
oxidativního stresu. V plicích skupiny chované v podmínkách L/L byla hladina 8-OH 
deoxyguanosinu výrazně vyšší než u skupiny z L/D. Bylo také ukázáno, že hladina 
WNT10A se zvýší po aplikaci peroxidu vodíku, který působí jako oxidační činidlo. Zdá se 
tedy, že by narušení cirkadiánního rytmu mohlo vést ke zvýšení oxidativního stresu, což by 
vedlo k nárůstu hladiny WNT10A. WNT10A by následně podpořil angiogenezi a expanzi 
extracelulární matrix a tedy i růst nádoru (Yasuniwa et al., 2010). 
 
Obrázek 13: Nádor vyvolaný buňkami HeLa. První graf porovnává velikosti podkožních 
nádorů u myší chovaných v podmínkách L/L (plný bod) a L/D (prázdný bod). Ukazuje 
tedy, že nádory u myší chovaných v podmínkách L/L rostou rychleji. Druhý a třetí graf 
znázorňují, že se v těchto rychleji rostoucích nádorech také tvoří větší množství nových 
cév a klesá míra nekrózy. (Zdroj: Yasuniwa et al., 2010) 
 
Obrázek 14: Nádor vyvolaný buňkami HeLa. Stejného efektu může být dosaženo také 




Cirkadiánní hodiny a buněčný cyklus jsou dva cyklicky se opakující fyziologické procesy, 
které jsou schopné vzájemně se ovlivňovat. Dříve se výzkum věnoval především tomu, 
jakým způsobem spolu interagují uvnitř jedné buňky. V posledních letech však vzrostl 
zájem také o jejich mezibuněčné propojení. Cílem této práce bylo shrnout výsledky 
publikovaných studií, které se jejich intercelulárním propojením zabývaly, a ukázat, že 
Wnt signalizace je klíčovým mechanismem, který je schopný tuto interakci zprostředkovat. 
Exprese mnohých komponent Wnt signalizace je pod přímou kontrolou cirkadiánních 
hodin, jelikož jejich geny obsahují sekvence E-box nebo RORE. Proteiny Wnt dráhy jsou 
tak exprimovány rytmicky v průběhu dne. Hodiny a Wnt signalizační dráha spolu souvisí 
také díky tomu, že sdílejí stejné regulační molekuly, jako je kináza GSK3β. 
Cirkadiánní hodiny i Wnt signalizace působí specificky v závislosti na typu konkrétní 
tkáně, kde spouští transkripci cílových genů. Dobrým příkladem je jejich vliv na 
prekurzorové buňky tkáně tukové, kostní a svalové, vznikající z mezenchymálních 
kmenových buněk. Aktivace Wnt signalizační kaskády v prekurzorech buněk kostí a svalů 
vede k jejich diferenciaci a vyšší míře růstu, zatímco v tukové tkáni má na diferenciaci 
buněk negativní účinek. Její vliv na proliferaci buněk se však zdá být pozitivní nejen 
v tkáni kostní a svalové, ale také v tkáni tukové, ve střevním epitelu, v buňkách 
hematopoetických, fibroblastových, epidermálních nebo nervových. Manipulace s geny 
cirkadiánních hodin měla na Wnt signalizaci ve většině prací shodný účinek. Vyšší aktivity 
Wnt dráhy bylo docíleno vždy po zvýšení exprese Bmal1 a Clock nebo po utlumení 
exprese genu pro REV-ERBα. Rozdílných výsledků se však dobraly studie, které měnily 
expresi genu Cry1 v tukové a kostní tkáni. Zatímco v tukové tkáni se aktivita Wnt 
signalizace zvýšila po utlumení exprese Cry1, v tkáni kostní bylo stejného účinku docíleno 
navýšením exprese tohoto genu. Tato pozorování opět ukazují na to, že i cirkadiánní 
hodiny vykazují tkáňovou specificitu a mohou tak podporovat specifické působení Wnt 
signalizace. 
Pochopení interakcí mezi cirkadiánními hodinami a Wnt signalizací má velký význam pro 
klinickou praxi. Oba tyto systémy jsou často deregulovány u různých nádorových 
onemocnění a jejich narušení může zřejmě nádor také vyvolat. Na základě znalostí 
získaných studiem této oblasti bychom mohli být schopni určit vhodnou denní dobu pro 
aplikaci léků a docílit tak efektivnější nádorové chemoterapie.  
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